esp@cenet document view 



Page 1 of 1 



Method and device for optically exciting an energy state in a sample at a 
sample point with high positional resolution 



Publication number: DE4331570 
Publication date: 1995-03-02 
Inventor: 

Applicant: HELL STEFAN (DE) 

Classification: 

- international: G01N21/64; GQ2B21/00; G01N21/64; G02B21/00; 

(IPC1-7); G02B21/00; G01N21/64; G02B21/06 

- european: G01N21/64P; G02B21/OOM4A7M; G02B21/00M4A7R 

Application number: DE1 9934331 570 19930916 

priority number^): DE1 9934331 570 19930916; DE19934327643 19930817 



Report $ data error here 

Abstract of DE4331570 

The invention relates to a device for optically exciting an energy state in a sample 4 at a sample point 3 
having high positional resolution, having a punctiform light source 1 , an objective 2 which focusses the 
excitation light, which comes from the punctiform light source 1 , in order to excite the energy state, 
onto the sample point 3 to be measured, as well as a corresponding method. The lateral resolution is 
improved in that the excitation is performed by interaction of at least two light components of different 
light properties, and the beam axes of the light components are arranged mutually offset such that the 
focal intensity distributions of the light components at the sample point 3 are mutually laterally shifted 
and overlap at their main maxima. 
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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

© Verfahren und Vorrichtung zum optischen Anregen eines Energiezustands einer Probe in einem Probenpunkt 
mit hoher Ortsaufldsung 

(57) Die Erflndung betrifft erne Vorrichtung zum optischen 
Anregen eines Energiezustandes einer Probe 4 in einem 
Probenpunkt 3 mit hoher Ortsaufldsung, mit einer Punktlicht- 
quelle 1 , einem Objektiv 2, das das von der Punktlichtqueile 1 
kommende Anregungslicht zum Anregen des Energiezustan- 
des auf den zu messenden Probenpunkt 3 fokussiert, sowie 
e3n entsprechendes Verfahren. Die (aterale Auflosung wird 
verbessert, indem die Anregung durch Zusammenwirken von 
wenigstens zwei Lichtanteilen unterschiedlicher Uchteigen- 
schaften erfolgt und die Strahlachsen der Lichtanteile derart 
gegeneinander versetzt angeordnet sind, daS die fokalen 
Intensitatsverteilungen der Lichtanteile im Probenpunkt 3 in 
ihren Hauptmaxima uberlappend, lateral gegeneinander ver- 
_ schoben sind. 
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Beschreibung dungsgemaB dadurch gelost, daB der Energiezustand 

der Probe in dem Probenpunkt durch Zusammenwirken 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum optischen von wenigstens zwei in dem Anregungslicht enthaltenen 

Anregen eines Energiezustandes einer Probe in einem Lichtanteilen angeregt wird, die sich durch wenigstens 

Probenpunkt mit hoher Ortsaufiosung, bei dem das An- 5 eine Lichteigenschaft voneinander unterscheiden, und 

regungslicht einer Punktlichtquelle auf den zu messen- daB die Lichtstrahlachsen der Lichtanteile derart gegen- 

den Probenpunkt fokussiert wird und dort den Energie- einander versetzt werden, daB die fokalen Intensitats- 

zustand anregt. verteilungen der Lichtanteile im Probenpunkt in ihren 

Ferner betrifft die Erfindung eine Vorrichtung zum Hauptmaxima uberlappend, lateral gegeneinander ver- 

optischen Anregen eines Energiezustandes einer Probe io schoben werden. 

in einem Probenpunkt mit hoher Ortsaufiosung, mit ei- Hinsichtlich der Vorrichtung wird die Aufgabe da- 

ner Punktlichtquelle, mit einem Objektiv, das das von durch erfindungsgemaB gelost, daB das Anregungslicht 

der Punktlichtquelle kommende Anregungslicht zum der Punktlichtquelle wenigstens zwei Lichtanteile um- 

Anregen des Energiezustandes auf den zu messenden faBt, die sich durch wenigstens eine Lichteigenschaft 

Probenpunkt einer im Fokalbereich des Objektives an- 15 voneinander unterscheiden und die dazu geeignet sind, 

ordenbaren Probe fokussiert durch gemeinsames Wirken den Energiezustand der 

Ein solches Verfahren und eine solche Vorrichtung Probe anzuregen, und daB die Strahlachsen der Lichtan- 

sind aus der Praxis bekannt. Sie finden ihre Anwendung teile derart gegeneinander versetzt angeordnet sind, 

zum Beispiel bei Mikroskopen, insbesondere aber bei daB die fokalen Intensitatsverteilungen der Lichtanteile 

Rastermikroskopen, da dort einzelne Probenpunkte ab- 20 im Probenpunkt in ihren Hauptmaxima uberlappend, 

getastet und gemessen werden. Mit einem solchen Ra- lateral gegeneinander verschoben sind. 

stermikroskop kann die Probe dreidimensional vermes- Der Begriff Lichteigenschaft ist in dieser Anmeldung 

sen werden. Verwendet werden fluoreszierende oder im weiten Sinne zu verstehen. Es istdamit jede das Licht 

phosphoreszierende Proben. Ferner konnen ein solches charakterisierende Eigenschaft gemeint, beispielsweise 

Verfahren und eine solche Vorrichtung zur Definition 25 Wellenlange, Polarisation, Zeitpunkt des Verweilens ei- 

von Punkten in optischen bzw. elektronischen Speicher- nes Lichtpulses an einem bestimmten Punkt 

medien verwendet werden. Zum Versetzen der Strahlachsen der Lichtanteile 

Nachteilig an einer solchen Vorrichtung und einem kann erfindungsgemaB ein Versetzungselement vorge- 

solchen Verfahren gemaB dem Stand der Technik ist, sehen sein. Ein solches Versetzungselement kann varia- 

daB die laterale Auflosung begrenzt ist, so daB eine 30 bei sein, so daB die Versetzung variiert und damit die 

feinere Unterteilung der Rasterung nicht sinnvoll ist. Auflosung verbessert werden kann. Als Versetzungsele- 

Es ist bekannt, daB bei Rastermikroskopen die Auflo- ment kann ein Mikrometertisch verwendet werden. 

sung dadurch verbessert werden kann, daB das von der Durch die erfindungsgemaBe Anordnung der Punkt- 

Probe emittierte Licht punktfdrmig auf den Detektor lichtquelle mit wenigstens zwei Lichtanteilen, die sich 

abgebildet wird. Dies kommt dadurch zustande, daB in 35 durch wenigstens eine Lichteigenschaft voneinander 

diesem Fall zwei Punktabbildungsfunktionen die Abbil- unterscheiden und die den Energiezustand der Probe, 

dung im Rastermikroskop bestimmen: die Anregungs- dessen Fluoreszenz oder Phosphoreszenzubergang ge- 

punkt-Abbildungsf unktion, welche die Intensitatsvertei- messen werden soli, durch gemeinsames Wirken anre- 

lung des Anregungslichtes im Fokalbereich des Objekti- gen, wird erreicht, daB an dem zu messenden Proben- 

ves angibt und aus quantenmechanischer Sicht die 40 punkt die Wahrscheinlichkeit der Anregung des Ener- 

Wahrscheinlichkeit quantifiziert, mit der ein Beleuch- giezustandes des Probenpunktes durch das Produkt der 

tungsphoton in einem bestimmten Punkt des Fokaibe- Intensitat der Lichtanteile verschiedener Lichteigen- 

reiches anzutreffen ist, und die Detektions-Abbildungs- schaften gegeben ist. Die Punktabbildungsfunktion ei- 

f unktion, welche die Abbildung des Probenlichtes in den nes solchen Mikroskops ist durch das Produkt der foka- 

Punktdetektor angibt und aus quantenmechanischer 45 len Intensitatsverteilungen gegeben, die zu den Lichtan- 

Sicht die Wahrscheinlichkeit quantifiziert, mit der ein teilen unterschiedlicher Lichteigenschaften gehdren. 

aus dem Fokalbereich emittiertes Photon in den Punkt- Durch die Produktbildung werden Probenpunkte, die 

detektor gelangt. Da sowohl Beleuchtung und Detek- sich nicht in unmittelbarer Umgebung cles Fokus befin- 

tion stattfinden rmissen, ist die Punktabbildungsfunktion den, diskriminiert, was eine dreidimensionale Rasterung 

eines konfokalen Fluoreszenz- Rastermikroskopes das 50 allein mit Hilfe des Anregungslichtes ermdglicht. Da die 

Produkt aus beiden Wahrscheinlichkeitsverteilungen, Lichtstrahlachsen der Lichtanteile mittels der Verset- 

d. h. aus der Anregungspunkt- Abbildungsfunktion und zungsanordnung derart gegeneinander versetzt werden, 

der Detektionspunkt-Abbildungsfunktion. Die Produkt- daB die fokalen Intensitatsverteilungen der Lichtanteile 

bildung fuhrt zu einem etwa 40% schmaleren Hauptma- im Probenpunkt in ihren Hauptmaxima uberlappend, 

ximum der konfokalen Punktabbildungsfunktion, vergli- 55 lateral gegeneinander verschoben werden, ergibt sich 

chen mit einem nicht konfokai angeordneten Mikro- die Anregungspunktabbildungsfunktion aus dem Pro- 

skop. Dies entspricht einer hoheren Auflosung des kon- dukt der lateral verschobenen Intensitatsverteilungen 

fokalen Mikroskops und bewirkt die Diskriminierung mit unterschiediichen Lichteigenschaften. Durch diese 

aller Punkte, die sich nicht in der unmittelbaren Umge- Produktbildung wird das Hauptmaximum der Anre- 

bung des Fokus befindea Letzteres ist Voraussetzung 60 gungspunktabbildungsfunktion in lateraler Richtung 

fur die Erstellung dreidimensionaler Bilder im Raster- verschmalert und zwar entlang der Achse des Versatzes. 

verfahren. Somit wird eine bessere laterale Aufldsung erzielt 

Im Hinblick auf diesen Stand der Technik liegt der Die Anregung des Energiezustandes der Probe durch 

Erfindung die Aufgabe zugrunde, das gattungsgemaBe Zusammenwirken von mindestens zwei Lichtanteilen 
Verfahren und die gattungsgemaBe Vorrichtung derart 65 mit unterschiediichen Lichteigenschaften kann sowohl 
zu verbessern, daB eine bessere laterale Auflosung er- uber einen Zwischenzustand, als auch in direkter Anre- 

zielt wird. gung (resonante oder nicht resonante Zweiphotonenab- 

Hinsichtlich des Verfahrens wird diese Aufgabe erfin- sorption) des Endzustandes erzielt werden. Gangige 
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Fluoreszenzfarbstoffe zur Markierung biologischer 
Proben oder auch Phosphoreszenzfarbstoffe lassen sich 
in diesem Zweiphotonenmodus anregen. 

Bevorzugte Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung sind 
in den Unteranspruchen offenbart. 5 

Vorteiihafterweise kann eine Lichteigenschaft, in der 
sich die Lichtanteile des Anregungslichtes voneinander 
unterscheiden, die Wellenlange sein. Dabei ist es giin- 
stig, wenn der Unterschied in den Wellenlangen der 
Lichtanteile wenigstens 1 nm betragt 10 

Auch kann eine Lichteigenschaft, in der sich die Licht- 
anteile des Anregungslichtes voneinander unterschei- 
den, die Polarisation sein. Die Lichtanteile sind dann 
vorzugsweise orthogonal oder nahezu orthogonal zu- 
einander polarisiert. Ein Unterschied in der Polarisation 15 
der Lichtanteile fuhrt dann zu der gewunschten Verbes- 
serung in der lateralen Auflosung, wenn die Obergangs- 
matrixelemente, die die Obergange zwischen den Ener- 
giezustanden der Probe beschreiben, polarisationsab- 
hangig sind. Dabei konnen die Wellenlangen der Licht- 20 
anteile des Anregungslichtes, je nachdem, welche Probe 
verwendet wird, gleich oder voneinander verschieden 
sein. 

GemaB einer vorteilhaften Weiterbildung der Erfin- 
dung ist zwischen der Punktlichtquelle und dem Objek- 25 
tiv ein Filterelement angeordnet, welches einen fur we- 
nigstens den Lichtanteil des Anregungslichtes mit der 
einen Lichteigenschaft undurchlassigen Mittenbereich 
und einen fur die Lichtanteile des Anregungslichtes 
durchlassigen AuBenbereich aufweist Hierdurch wird 30 
die laterale Auflosung nochmals erheblich verbessert 
Dies kommt dadurch zustande, daB ein solches Filterele- 
ment Licht aus dem Hauptmaximum in die Beugungsne- 
benmaxima verlagert Somit wird eine deutliche Ver- 
schmalerung der jeweiiigen sich uberlagernden Haupt- 35 
maxima erzielt, was zu einer weiteren Verschmalerung 
der Anregungsabbildungsfunktion fuhrt Die Intensi- 
tatszunahme in den Nebenmaxima ist in diesem Fall 
nicht storend, da die fokalen Intensitatsverteilungen zu- 
einander lateral versetzt sind. Somit sind die storenden 40 
Nebenmaxima gegeneinander verschoben, wodurch die 
Nebenmaxima unterdriickt werden, da sie sich in ihrer 
Wirkung nicht erganzen. Insgesamt kann eine Verbesse- 
rung in der lateralen Auflosung um einen Faktor 2.5 
erzielt werden. 45 

Eine weitere Verschmalerung des Hauptmaximums 
ohne Entstehen von Nebenmaxima kann dadurch erzielt 
werden, daB der Mittenbereich des Filterelementes fur 
zwei in der Lichteigenschaft verschiedene Lichtanteile 
des Anregungslichtes undurchlassig ist. Die oben be- 50 
schriebene Wirkung des Filterelementes kann hier fur 
zwei Lichtanteile verschiedener Lichteigenschaften aus- 
genutzt werden. Bei Verwendung des Filterelementes 
kann die laterale Verschiebung der Intensitatsverteilun- 
gen der Lichtanteile des Anregungslichtes etwa 50 bis 55 
200 nm, ohne Verwendung eines Filterelementes etwa 
100 bis 300 nm betragen. 

Auch kann die Vorrichtung ein Separationselement 
zum Abtrennen des von der Probe abgestrahlten Emis- 
sionslichtes von dem Anregungslicht und einem Detek- 50 
tor zum Nachweis des Emissionslichtes aufweisen. Bei 
dem Emissionslicht handelt es sich um das Emissions- 
licht, welches aufgrund des angeregten Energiezustan- 
des emittiert wird, der durch das Zusammenwirken der 
Lichtanteile angeregt wurde. In dieser Anordnung wird 65 
die Vorrichtung vorteiihafterweise als Mikroskop ver- 
wendet Bei der Verwendung der erfindungsgemaBen 
Vorrichtung zur Definition von Punkten in Speicherme- 
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dien kann eine entsprechende Detektoranordnung zum 
Auslesen der Punkte verwendet werden, d. h. als Lese- 
einheit. Der ubrige Teil der Vorrichtung, namlich der 
gemaB Anspruch 9, bildet die Schreibeinheit fur solche 
Speichermedien. GemaB der Erfindung werden die 
Punkte, die die Bits darstellen, verkleinert Dies ist 
selbstverstandlich bereits beim Schreibvorgang mit der 
Vorrichtung gemaB Anspruch 9 oder dem Verfahren 
gemaB Anspruch 1 der Fall. 

Vorteiihafterweise ist das Filterelement in der Nahe 
der Eintrittspupille des Objektives angeordnet Durch 
diese Anordnung wird erreicht, daB eine Strahlbegren- 
zung vermieden wird, so daB eine gleich hohe Lichtin- 
tensitat beim Bewegen des Strahls in der Fokalebene 
gewahrieistet ist. Dieser Vorteil kann erfindungsgemaB 
auch dadurch erreicht werden, daB das Filterelement am 
Ort oder in der Nahe einer zu der Eintrittspupille des 
Objektives optisch konjugierten Ebene angeordnet ist. 

Ferner ist es vorteilhaft, wenn der Mittenbereich des 
Filterelementes die Form einer Kreisscheibe hat, an 
welche sich der AuBenbereich anschlieBt. Hierbei wird 
die Symmetric des Abbildungslichtes am gleichformig- 
sten ausgenutzt Auch ist es gunstig, wenn das Filterele- 
ment derart angeordnet ist, daB die Strahlachse der Teil- 
strahlen des Anregungslichtes etwa durch den Mittel- 
punkt der Kreisscheibe verlSuft und die Kreisscheibe 
unter einem Winkel von etwas weniger als 90° schnei- 
det. Dabei werden storende Reflexionen an dem Filter- 
element in den Strahlengang vermieden. 

Vorteiihafterweise kann der Mittenbereich durch ei- 
ne auf das Filterelement aufgebrachte dielektrische 
Schicht gebildet werden. Dies macht die Filterherstel- 
lung in der Praxis besonders einfach. Das Filter kann 
durch Aufdampfen eines dielektrische n Materiales er- 
zeugt werden. Auch kann das Filterelement gunstiger- 
weise durch ein Farbglas optischer Gate gebildet wer- 
den. Ein solches Filterelement dient zum Herausfiltern 
eines Lichtanteiles einer oder mehrerer bestimmter 
Wellenlangen in dem Mittenbereich. Soil der Lichtanteil 
einer bestimmten Polarisation in dem Mittenbereich 
herausgefiltert werden, kann das Filterelement in dem 
Mittenbereich aus einem Polarisationsfilter bestehen, 
das den Lichtanteil mit der einen Polarisation blockiert 
Sollen zwei Lichtanteile mit zwei Polarisation en aus 
dem Mittenbereich herausgefiltert werden, wird der 
Mittenbereich des Filters derart gewahlt, daB er fur die 
Wellenlangen der entsprechenden Lichtanteile un- 
durchlassig ist, so daB der gesamte Lichtanteil blockiert 
wird. 

Ferner kann es vorteilhaft sein, wenn das Filterele- 
ment fur das von der Probe abgestrahlte Emissionslicht 
durchlassig ist. Dann kann die erfindungsgemaBe Vor- 
richtung im vorteilhaften Aufbau verwendet werden, 
bei dem das von der Probe abgestrahlte Emissionslicht 
mit dem Objektiv gesammelt wird (im folgenden Riick- 
strahlaufbau genannt). Dabei wird verhindert, daS eine 
Verringerung der Intensitat des Emissionslichtes auf- 
grund der Wirkung des Filterelementes auftritt 

GemaB einer vorteilhaften Ausfiihrungsart der Erfin- 
dung kann die Punktlichtquelle mindestens zwei Laser 
umfassen, die Licht unterschiedlicher Wellenlangen als 
Teilstrahlen emittieren. Dabei kann die Punktlichtquelle 
ein Verbindungselement zum Zusammenfiihren des 
Lichtes zweier Laser aufweisen, so daB die Strahlen der 
beiden Laser zuverlassig auf den gleichen Probenpunkt 
fokussiert werden. 

Als Verbindungselement der Anregungslichtstrahlen 
kann giinstigerweise ein dichroitischer Spiegel verwen- 
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det werden, der das Licht des einen Lasers reflektiert Auch kann der Detektor in kurzer Entfernung hinter 

und das Licht des anderen Lasers passieren laBt Auch der Probe angeordnet sein. Das ist dann besonders vor- 

kann die Verwendung eines dichroitischen Wurfels vor- teilhaft, wenn das nachzuweisende Fluoreszenzhcht im 

teilhaft sein. UV-Bereich liegt, da in diesem Fall eine Strahlfokussie- 

Auch ist es vorteilhaft, wenn zwischen dem Verbin- 5 rung sehr schwierig ist. Die Entfernung ist so bestimmt, 

dungselement und jedem Laser jeweils ein Blendenele- daB wenigstens ein Separationselement, jedoch kern ab- 

ment und ein Fokussierungselement zum Fokussieren bildendes optisches Element zwischen der Probe und 

des jeweiligen Lichtstrahles der Lichtanteile auf das ent- dem Detektor angeordnet werden kann. 

sprechende Blendenelement vorgesehen sind. Cblicher- Ebenfalls kann es giinstig sein, wenn der Detektor ein 

weise werden als Blendenelemente Lochblenden ver- i 0 Punktdetektor ist. Dann kann vorteilhafterweise vor 

wendet. Als Fokussierungselemente werden typischer- dem Detektor ein Fokussierungselement, z. B. eine wei- 

weise Linsen verwendet. tere Linse oder ein weiteres Objektiv, angeordnet sein, 

GemaB einem anderen Ausfuhrungsbeispiel der Er- welches das Emissionslicht auf eine dem Detektor vor- 
findung kann die Punktlichtquelle einen Laser umfassen, geschaltete Detektorblende, fur welche beispielsweise 
wobei hinter dem Laser ein Strahlteiler zum Aufspalten 15 eine Lochblende verwendet wird, in den Detektor fa- 
des Anregungslichtstrahies in zwei Teilstrahlen und ein kussiert Der Durchmesser der Blende ist vorzugsweise 
Verbindungselement zum Vereinigen der Teilstrahlen so groB, daB deren Bild im Probenbereich in der Gr6- 
vorgesehen ist. Dieser Aufbau ist dann gunstig, wenn Benordnung des Airyscheibchens ist, das man bei der 
der Laser Licht verschiedener Wellenlangen gleichzei- Wellenlange des zu detektierenden Lichtes hat. In die- 
tig emittiert. Dann konnen die beiden Lichtanteile un- 20 sem Fall ergibt sich die im Detektor registrierte Intensi- 
terschiedlicher Wellenlangen gegeneinander versetzt tat aus dem Produkt der Intensitatsverteiiungen der An- 
werden. Auch ist dieser Aufbau ist dann vorteilhaft, teile des Beleuchtungslichtes unterschiedlicher Wellen- 
wenn die beiden Lichtanteile eine gleiche Wellenlange, iangen, die gemeinsam zum Anregen des Energiezu- 
aber unterschiedliche Polarisation aufweisen. Gunsti- standes beitragen, und der Detektorpunkt-Abbildungs- 
gerweise sind polarisationsoptische Elemente vorgese- 25 funktion fur das zu detektierende Emissionslicht Somit 
hen, die die Teilstrahlen zueinander in ihrer Polarisation wird eine zusatzliche Verschm&lerung des Hauptmaxi- 
orthogonalisieren. Dies kann zum einen dadurch ver- mums und damit eine weitere Verbesserung der latera- 
wirklicht werdea daB in jedem Teilstrahl ein Polarisator len Auflosung erzielt. Zusatzlich werden Nebenmaxima, 
vorgesehen ist. Zum anderen kann zwischen dem Laser die aufgrund der Strahlversetzung in der zu der latera- 
und dem Strahlteiler ein Polarisator vorgesehen sein 30 len Richtung orthogonalen Richtung reduziert. 
oder ein Laser verwendet werden, der polarisiertes Gunstigerweise kann zwischen der Punktlichtquelle 
Licht emittiert und in einem der Teilstrahlen ein und der Probe eine Strahlrastereinrichtung (Strahlscan- 
L/2-Plattchen angeordnet sein. ningeinrichtung) zum gesteuerten Abrastern der Probe 

Auch ist es vorteilhaft, wenn wenigstens ein gepulster mit dem Anregungslicht vorgesehen sein. Die Strahlra- 
Laser verwendet wird. Hierdurch wird eine besonders 35 stereinrichtung bewirkt, daB der Anregungslichtstrahl 
hohe Intensitat in den Probenpunkten erzielt. Es ist dar- eine Richtungsanderung erfahrt, die so erfolgt, daB der 
auf zu achten, daB die beiden Teilstrahlen keine Lauf- Drehpunkt in der Eintrittspupille eines auf die Probe 
zeitunterschiede aufweisen. Wird nur ein Laser verwen- gerichteten Objektives runt, und der fokussierte Anre- 
det, wobei der Laserstrahl in zwei Teilstrahlen aufge- gungslichtstrahl im Probenbereich eine Bewegung in 
spalten wird, so wird bei der Verwendung eines gepuls- 40 der Fokalebene durchfuhrt In einer bevorzugten Aus- 
ten Lasers der Puis in zwei Teilpulse aufgespalten. fuhrung umfaBt die Strahlrastereinheit daruberhinaus 
Wenn die Strahlen wiedervereinigt werden, muB darauf auch eine mechanische Translationseinheit, welche am 
geachtet werden, daB sich auch die jeweiligen Pulse beleuchtenden Objektiv angebracht ist und zur axialen 
nach Durchlaufen der Teilstrahlen, die jetzt eine unter- Bewegung desselben dient Damit ist ein Abrastern der 
schiedliche Polarisation aufweisen, iiberlappen. Hierzu 45 gesamten Probe moglich. Die erfindungsgemaBen Vor- 
werden die Teilwege, die die Lichtanteile zurucklegen, teile konnen in einem typischen Rastermikroskop aus- 
vermessen, und es wird ein feines Translationselement genutzt werden. Im Ruckstrahlaufbau befindet sich die 
eingefiigt, mit dem die Lange eines der von den Lichtan- Strahlrastereinrichtung gunstigerweise zwischen dem 
teilen zuriickzulegenden Wege verandern kann. Ein sol- Separationselement und dem Filterelement 
ches Translationselement ist beispielsweise ein Umlenk- 50 ErfindungsgemaB kann die Probe auf einem Positio- 
spiegel, der mit einem Piezoelement verschoben wird. niertisch angeordnet sein, der eine mechanische Raster- 
Werden zwei gepulste Laser mit unterschiedlicher Wei- bewegung zumindest in Richtung der optischen Achse 
lenlange verwendet, so treten die gleichen Probleme durchfuhrt. Auch kann das Objektiv derart angeordnet 
auf. Hier mussen die beiden Laser zusatzlich mit der sein, daB es eine Bewegung in Richtung der optischen 
gleichen Frequenz pulsen. Die letztere Schwierigkeit 55 Achse durchfuhrt. 

kann dadurch vermieden werden, daB ein gepulster La- GemaB einem weiteren erfindungsgemaBen Ausftth- 

ser und ein kontinuierlich arbeitenden Laser in der rungsbeispiel kann die Punktlichtquelle derart ausgebil- 

Lichtquelle 1 verwendet wird. det sein, daB sie gepulstes Anregungslicht emittiert, wo- 

Ferner ist es vorteilhaft, wenn das Separationsele- bei einer der Lichtanteile, der erste, dazu geeignet ist, 

ment ein dichroitischer Spiegel ist. Dann kann die An- 6 o einen Zwischenenergiezustand der Probe anzuregen, 

ordnung in dem platzsparenden Ruckstrahlaufbau ver- ein anderer, der zweite, der Lichtanteile dazu geeignet 

wendet werden. Es kann auch vorteilhaft sein, wenn das ist, von dem Zwischenenergiezustand aus, den Energie- 

Separationselement mindestens ein Filter umfaBt; dies zustand der Probe anzuregen und v/obei die Lichteigen- 

ist fur einen einfachen Transmissionsaufbau der Vor- schaft, in der sich die Lichtanteile unterscheiden, der 

richtung gunstig. Ferner kann das Separationselement 65 Zeitpunkt des Verweilens des jeweiligen Lichtpulses an 

eine Kombination von Farbfiltern und dielektrischen dem Probenpunkt ist Bei diesem Ausfuhrungsbeispiel 

Filtern enthalten. Auch kann das Separatinselement wird die Verbesserung der lateralen Auflosung in dem 

Glimmerplattchen aufweisen. Probenpunkt dadurch erzielt, daB an dem Probenpunkt 
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die Wahrscheinlichkeit der Anregung des Energiezu- 
standes der Probe durch das Produkt der Intensitat des 
ersten Lichtanteiles, der den Zwischenenergiezustand 
zu einem bestimmten ersten Zeitpunkt anregt und der 
Intensitat des zweiten Lichtanteiles, der von dem Zwi- 5 
schenenergiezustand aus den Energiezustand der Probe 
zu einem etwas spateren zweiten Zeitpunkt anregt, ge- 
geben ist Durch die Verwendung von gepulstem Anre- 
gungslicht wird erreicht, daB die erforderliche Zweipho- 
tonenanregung des Energiezustandes der Probe nicht 10 
durch Photonen eines der Lichtanteile alleine, sondern 
durch Zusammenwirken des ersten und des zweiten 
Lichtanteiles erfolgt. Dies ist insbesondere dann von 
[nteresse, wenn die Anordnung von dem Energiezu- 
stand und dem Zwischenenergiezustand derart ist, daB 15 
deren Anregung mit Licht der gleichen Wellenlangen 
erfolgen kann. Es ist selbst vers tandiich, daB dieses Aus- 
fiihrungsbeispiel auch in {Combination mit alien oben 
bereits erwahnten vorteilhaften Weiterbiidungen der 
Erfindung verwendet und ausgestattet werden kann. 20 
Auch hier ist wesentlich, daB die Detektion des Emis- 
sionslichtes derart erfolgt, daB das Emissionslicht des 
Energiezustandes gemessen wird, welcher durch Zu- 
sammenwirken der beiden Lichtanteile angeregt wurde. 

Vorteilhafterweise umfaBt die Lichtquelle einen ge- 25 
pulsten Laser, einen ersten Strahlteiler zum Aufspalten 
des von dem Laser kommenden Anregungslichts in den 
ersten und in den zweiten Lichtanteil, und einen zweiten 
Strahlteiler zum Vereinigen der beiden Lichtanteile, wo- 
bei in dem Strahlengang des zweiten Lichtanteiles eine 30 
Verzogerungsvorrichtung zum Verzogern der Pulse des 
zweiten Lichtanteiles, der zweiten Lichtpulse, vorgese- 
hen ist Dies ist eine besonders einfache und wirtschaft- 
lich rentable Vorrichtung, da nur ein Laser verwendet 
werden muS, Die Verzogerungseinrichtung kann dabei 35 
zwei Spiegel umfassen. Die Spiegel konnen gleichzeitig 
als das Versetzungselement zum Versetzen der Strahl- 
achsen der Lichtanteile in lateraler Richtung dienen. 
Dies ist insbesondere dann gunstig, wenn die Verzoge- 
rung groBer als 0,1 mm ist, da in diesem Fall diese An- 40 
ordnung ohne groBen technischen Aufwand verwendet 
werden kann und sehr einfach ist. 

Ferner ist es vorteilhaft, wenn die Verzogerungsein- 
richtung derart ausgebildet ist, daB die Zeitverzogerung 
zwischen dem Lichtpuls des ersten Lichtanteiles, dem 45 
ersten Lichtpuls, und dem zweiten Lichtpuls weniger als 
1 ns, vorzugsweise etwa 0,1 ns, beziehungsweise etwa 
30 mm im optischen Wegunterschied betragt Die Licht- 
quelle emittiert gunstigerweise kurze Pulse, vorzugs- 
weise Pulse von 0,1 ns und kiirzer. Hierzu kann ein 50 
Femto- oder ein Pikosekunden- Laser verwendet wer- 
den, z. B. ein Titan-Saphir-Laser oder ein Farbstofflaser. 
Die Pulse derartiger Laser konnen im Femtosekunden- 
bereich liegen, so daB die erforderliche gewiinschte kur- 
ze Pulslange erzielt werden kann. Derartige Laser sind 55 
kommerziell erhaltlich. Als Probe kann beispielsweise 
der Farbstoff Rhodamin B verwendet werden. Durch 
die gewahlte zeitlich Verzogerung zwischen dem ersten 
Puis und dem zweiten Puis und der Pulslange wird er- 
reicht, daB der erste, der friiher ankommende Puis, den 60 
Zwischenenergiezustand anregt und dann die Probe 
wieder verlaBt Innerhalb der Lebensdauer des Zwi- 
schenenergiezustandes erfolgt die zweite Anregung in 
den Energiezustand aufgrund des zweiten Lichtpulses. 
Bei den gewahlten Bedingungen ist der Zwischenener- 65 
giezustand noch nahezu vol! besetzt und der erste Puis 
hat die Probe bereits so weit verlassen, daB die Anre- 
gung in den Energiezustand nur aufgrund des zweiten 
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Pulses erfolgt Somit ist gewahrleistet, daB die Gesamt- 
anregung des Energiezustandes der Probe durch das 
Zusammenwirken des ersten und des zweiten Pulses, die 
zudem auch lateral versetzt sind, erfolgt. 

Dadurch daB die Pulse zeitlich steil sind, wird erreicht, 
daB die Pulse deutlich kiirzer sind, im obigen Beispiel 
etwa einem Zehntel der Lebensdauer des Zwischen- 
energiezustandes entsprechen. Somit ist gewahrleistet, 
daB der erste Puis die Probe zu dem Zeitpunkt verlassen 
hat, zu dem der zweite Puis in dem Probenpunkt ver- 
weilt 

Auch konnen in dem Lichtweg des jeweiligen Licht- 
anteiles Elemente zur Intensitatsregulierung des Licht- 
anteiles vorgesehen sein. Hierzu konnen beispielsweise 
Graufilter verwendet werden. Bei der Verwendung des 
Farbstoff es Rhodamin B ist es gunstig, wenn die Intensi- 
tat des zweiten Lichtpulses etwa lOmal starker ist als die 
Intensitat des ersten Lichtpulses. Dies ruhrt daher, daB 
die tJbergangswahrscheinlichkeit von dem Zwischen- 
energiezustand in den Energiezustand etwa lOmal nied- 
riger ist als der Obergang von dem Grundzustand in den 
Zwischenenergiezustand, der aufgrund des ersten Pul- 
ses angeregt werden solL Bei anderen Proben wird ent- 
sprechend der Ubergangswahrscheinlichkeiten des 
durch den ersten Lichtpuls und den zweiten Lichtpuls 
anzuregenden Zwischenenergiezustands und Energie- 
zustands die Intensitatsregulierung entsprechend ge- 
wahlt 

Auch kann hinter dem Laser eine nicht lineare opti- 
sche Einheit zur Veranderung der Lichtwellenlange, 
z. B. eine Frequenzverdopplungs einheit, wie ein Fre- 
quenzverdopplungskristall, vorgesehen sein. Dies er- 
moglicht insbesondere bei der Verwendung eines Titan- 
Saphir-Lasers einen einfachen Aufbau. Dies ftihrt zu 
einer typischen Pulsdauer von lOOfsec und einer typi- 
schen Wellenlange von 350—500 nm. 

Im folgenden ist die Erfindung anhand der Zeichnung 
naher beschrieben. Es zeigt 

Fig. 1 eine schematische Darstellung eines Ausfiih- 
rungsbeispiels der erfindungsgemaBen Vorrichtung, 

Fig. 2 die lateral verschobenen Intensitatsverteilun- 
gen zweier Lichtanteile mit verschiedener Lichteigen- 
schaf t des Anregungslichtes am Probenpunkt, 

Fig. 3 die Anregungspunkt-Abbildungsfunktion des 
Anregungslichtes am Probenpunkt gemaB der Erfin- 
dung (Produkt der Intensitat sverteilungen der Lichtan- 
teile aus Fig. 2), und 

Fig. 4 eine schematische Darstellung eines weiteren 
Ausfiihrungsbeispiels der erfindungsgemaBen Vorrich- 
tung. 

Fig. 1 zeigt ein Ausfiihrungsbeispiel der erfindungs- 
gemaBen Vorrichtung. Das Ausfiihrungsbeispiel bezieht 
sich auf ein Rastermikroskop. Durch dieses Ausfiih- 
rungsbeispiel soli die Verwendung der erfindungsgema- 
Ben Vorrichtung und des erfindungsgemaBen Verfah- 
rens als normales Mikroskop und insbesondere die An- 
wendung zur Definition von Punkten in Speicherme- 
dien, die Bits darstellen, nicht ausgeschlossen werden 
Das Licht einer Punktlichtquelle 1 wird mittels eines 
Objektives 2 auf einem Probenpunkt 3 einer Probe 4 
abgebildet In dem hier gezeigten Ruckstrahlaufbau 
wird das von der Probe 4 emittierte Emissionslicht, das 
durch das Anregungslicht erzeugte Fluoreszenz- oder 
Phosphoreszenzlicht, uber ein Separationselement 5 auf 
einen Detektor 6 abgebildet Als Separationselement 5 
wird typischerweise ein dichroitischer Spiegel verwen- 
det Die Lichtquelle 1 umfaBt zwei Laser 7 und 8, von 
welchen der Laser 7 Licht der Wellenlange Li und/oder 



DE 43 31 570 Al 



10 



Licht der Polarisation P t und der Laser 8 Licht der 
Wellenlange L 2 und/oder Licht der Polarisation P 2 emit- 
tiert. Dabei ist Li ungleich L 2 und/oder Pi ungleich P2. 
Ungleich in der Polarisation bedeutet, daB die Polarisa- 
tionen Pi, P 2 der Lichtanteile orthogonal oder nahezu 5 
orthogonal zueinander sind. Das Licht der beiden Laser 
7 und 8 wird mittels eines Verbindungselementes 9, bei- 
spielsweise eines dichroitischen Spiegels, zusammenge- 
fuhrt und iiber das Separationselement 5 auf den Pro- 
benpunkt 3 der Probe 4 gelenkt Zwischen dem Verbin- 10 
dungselement 9 und jedem Laser 7, 8 ist jeweils ein 
Blendenelement 10, 11 und eine Fokussierungselement 
12, 13 zum Fokussieren des jeweiligen Lichtstrahies der 
Lichtanteile auf das entsprechende Blendenelement 
vorgesehen. Als Fokussierungselemente 12, 13 werden 15 
typischerweise Linsen, als Blendenelemente 10, 11 
Lochblenden verwendet Durch diese Anordnung wir- 
ken die Laser 7 und 8 als Punktlichtquellen. Der Aus- 
gang der Punktlichtquelle 1 wird durch Vereinigung der 
beiden Laserstrahlen auf dem Verbindungselement 9 20 
erreicht. 

Die Strahlachsen der Lichtanteile Li, L 2 sind gegen- 
uber der in der Figur dargestellten Symmetrieachsen, 
gemaB denen die Hauptmaxima der Intensitatsvertei- 
lungen der Lichtanteile zusammenfallen wurden, ver- 25 
setzt angeordnet und zwar so, daB die fokalen Intensi- 
tatsverteilungen der Lichtanteile im Probenpunkt 3 in 
ihren Hauptmaxima uberlappen, lateral gegeneinander 
verschoben sind. GemaB der Fig. 1 sind die Strahlen der 
Lichtanteile dadurch versetzt, daB die Laser seitlich der 30 
optischen Achse angeordnet sind. Es kann aber auch ein 
Versetzungselement vorgesehen sein, mit dem die Ver- 
setzung variiert werden kann. Hierzu kann z. B. ein Mi- 
krometertisch verwendet werden. Durch die Anderung 
der Versetzung kann jeweils die optimale Auflosungs- 35 
verbesserung erzielt werden. 

Fig. 2 zeigt die Intensitatsverteilung der von den La- 
sern 7, 8 auf den Probenpunkt 3 fokussierten Lichtantei- 
le mit unterschiedlicher Wellenlange Li, L 2 oder mit 
unterschiedlicher Polarisation Pi, P 2 , die lateral in ihren 40 
Hauptmaxima uberlappend gegeneinander verschoben 
sind. Die Anregungspunktabbildungsfunktion in der Fo- 
kalebene der erfindungsgemaBen Anordnung ist in 
Fig. 3 gezeigt. Die Anregungspunktabbildungsfunktion 
ergibt sich aus dem Produkt der in Fig. 2 dargestellten, 45 
gegeneinander versetzten Intensitatsverteilungen mit 
unterschiedlichen Wellenlangen Li, L 2 oder unter- 
schiedlichen Polarisationen Pt, P 2 . Bei der Oberlagerung 
der beiden Intensitatsverteilungen entsteht in der Ge- 
samtfunktion der Fig. 3 ein schmaleres Hauptmaximum 50 
und somit eine bessere laterale Aufldsung der Vorrich- 
tung. Der Energiezustand der Probe 4 in dem Proben- 
punkt 3 wird durch Zusammenwirken von Photonen der 
beiden Lichtanteile, deren Intensitatsverteilungen in ih- 
ren Hauptmaxima uberlappend lateral gegeneinander 55 
verschoben sind und die unterschiedliche Wellenlangen 
Li, L 2 oder unterschiedliche Polarisationen Pi, P 2 auf- 
weisen, angeregt. Durch das Zusammenwirken der Pho- 
tonen der verschiedenen Lichtanteile erfolgt die Anre- 
gung in dem Energiezustand der Probe 4 gemaB der 60 
Anregungspunktabbildungsfunktion entsprechend 
Fig. 3. Der effektive Fokus eines Rastermikroskopes ist 
in der Fokalebene schmal, so daB durch Detektion des 
Emissionslichtes der Probe 4 im Detektor 6 eine heher 
auf iosende Abbildung der Probe 4 erzielt wird. 65 

Urn eine weitere Verbesserung in der lateralen Auflo- 
sung zu erzielen, durchlauft das aus der Punktlichtquelle 
1 austretende Laserlicht, nachdem es durch das Separa- 



tionselement 5 umgelenkt wird, und bevor es von dem 
Objektiv 2 auf den Probenpunkt 3 abgebildet wird, ein 
Filterelement 14. Das Filterelement 14 weist einen Mit- 
tenbereich 15 auf, der fur die Lichtanteile einer oder 
beider Wellenlangen L t , L 2 oder einer oder beider Pola- 
risationen Pi, P 2 undurchlassig ist. Ferner weist das Fil- 
terelement 14 einen AuBenbereich 16 auf, der fur die 
beiden Lichtanteile durchlassig ist. Das Filterelement 14 
ist in der Nahe der Eintrittspupille des Objektives 2 
angeordnet. Als Filterelement 14 wird ein Filter verwen- 
det, auf das der Mittenbereich 15 durch Aufdampfen 
einer dielektrischen Schicht erzeugt wird oder ein Farb- 
glas optischer Giite ist, oder dessen Mittenbereich 15 
ein Polarisationsfilter aufweist, das den Lichtanteil mit 
der einen Polarisation Pi blockiert. Ferner ist der Mit- 
tenbereich 15 und der AuBenbereich 16 des Filterele- 
mentes 14 fur das von der Probe 4 abgestrahlte Emis- 
sionslicht durchlassig. Die Lichtstrahlachse verlauft 
durch den Kreismittelpunkt und das Filterelement 14 
weist hinsichtlich der Strahlachse einen Neigungswinkel 
von ein paar Grad auf, um storende Reflexionen zu 
vermeiden. Vor dem Detektor 6 ist ein Filter 17 zum 
Abblocken des restlichen Anregungslichtes vorgesehen. 

Ferner ist zwischen dem Separationselement 5 und 
dem Filterelement 14 eine Strahlrastereinrichtung 18 
vorgesehen, mit der die Probenpunkte 3 der Probe 4 
abgerastert werden konnen. Zwischen dem Separa- 
tionselement 5 und der Strahlrastereinrichtung 18 ist 
eine weitere Linse 19 angeordnet, durch deren Wirkung 
der von der Punktlichtquelle 1 und dem Separationsele- 
ment 5 kommende Lichtstrahl parallelisiert wird. Dabei 
entspricht die Summe des Abstandes der Linse 19 zu 
dem Separationselement 5 und des Abstandes des Sepa- 
rationselements 5 zu den Lochblenden 10, 1 1 der Brenn- 
weite der Linse 19. 

Zur weiteren Verbesserung der Auflosung ist vor 
dem Detektor 6 eine in der Figur nicht dargestellte 
Blende im Abstand der Brennweite der Linse 19 ange- 
ordnet Oblicherweise wird als Detektorblende eine 
Lochblende verwendet oder die Offnung des Detektors 
dient als Blende, wobei der Durchmesser der Blende so 
groB ist, daB ihr Bild im Probenbereich in der GroBen- 
ordnung des ersten Hauptmaximums der Punktabbil- 
dungsfunktion des Fokussierungselementes zur Fokus- 
sierung des Emissionslichtes ist. Als Detektor 6 wird ein 
Fotomultiplier oder ein Halbleiterdetektor verwendet 
Aufgrund der Punktabbildung des Probenpunktes 3 auf 
den Detektor 6 wird der Intensitatsverteilung aus Fig. 3 
eine Detektionspunktabbildungsfunktion uberlagert, 
welche zu einer weiteren Verschmalerung des Haupt- 
maximums fiihrt. Zudem werden Nebenmaxima, die auf- 
grund der Strahlversetzung in der zu der lateralen Rich- 
tung orthogonalen Richtung in der Anregungspunktab- 
bildungsf unktion entstanden sind, reduziert 

Es sei darauf hingewiesen, daB das in der Fig. 1 darge- 
stellte Ausfuhrungsbeispiel, namlich ein Rastermikro- 
skop mit erheblicher Verbesserung in der lateralen Auf- 
losung, keine Einschrankung der erfindungsgemaBen 
Vorrichtung ist. Beispielsweise ist es mdglich, anstelle 
der beiden Laser 7 und 8 nur einen Laser 7 zu verwen- 
den, wobei hinter dem Laser 7 ein Strahiteiler zum Auf- 
spalten des Anregungslichtes in zwei Teilstrahlen vor- 
gesehen sind, die wieder mittels des Verbindungsele- 
ments 9 vereinigt werden. Soli die Anregung des Ener- 
giezustandes in diesem Fall mit Lichtanteilen unter- 
schiedlicher Polarisation erfolgen, so sind polarisations- 
optische Elemente vorgesehen, die die Teilstrahlen zu- 
einander in ihrer Polarisation orthogonalisieren. Dies 
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kann dadurch realisiert werden, daB in den beiden Teil- 
strahlen jeweils ein Polarisator vorgesehen ist, wobei 
die Polarisatoren zueinander orthogonale oder nahezu 
orthogonale Polarisationsebenen aufweisen. Ferner 
kann dies dadurch realisiert werden, daB zwischen dem 5 
Laser 7 und dem Strahiteiler ein Polarisator vorgesehen 
ist, oder statt dessen ein Laser 7 verwendet wird, der 
polarisiertes Licht emittiert, und daB in dem Strahlen- 
gang eines der Teiistrahlen ein Li/2 Plattchen vorgese- 
hen ist. 10 

Ferner kann statt dem Riickstrahlaufbau eine Trans- 
missions anordnung verwendet werden, bei welcher das 
Separationselement 5 durch ein Filter realisiert wird, 
welches hinter der Probe 4 angeordnet ist, wobei der 
Detektor 6 hinter dem Filter anzuordnen ist. Im letzte- 15 
ren Fall kann der Detektor 6 direkt hinter der Probe 
angeordnet werden. Dies ist dann vorteilhaft, wenn das 
Fluoreszenzlicht der Probe 4 im UV-Bereich liegt, da 
dann eine Strahlfokussierung schwierig ist. Bei der 
Transmissionsvorrichtung ist es zudem nicht erforder- 20 
lich, daB das Filterelement 14 fur das Emissionslicht der 
Probe 4 durchlassig ist/ 

Auch kann die Vorrichtung Glasfaser umfassen. Wenn 
zwei Laser verwendet werden, sind die Fasern derart 
angeordnet, daB das Licht eines jeden Lasers jeweils in 25 
eine Faser eingekoppelt wird. Dabei wirken die Faser- 
enden als Lochblenden 10, 11. Die Faserenden konnen 
lateral versetzt angeordnet werden. Dabei konnen die 
Fasern sehr einfach mit Hilfe von Mikrometertischen 
verschoben werden. Bei Verwendung eines Lasers wird 30 
jeweils ein Lichtanteil in eine Faser eingekoppelt, wobei 
die Faserausgange ebenfalls als Lochblenden wirken. 
Die Lichtanteile unterschiedlicher Lichteigenschaften 
konnen vor dem Einkoppeln mittels eines dichroitischen 
Spiegels (bei unterschiedlichen Wellenlangen) oder mit- 35 
tels eines PolarisationsstrahlteilerwOrfels (bei unter- 
schiedlicher Polarisation) aus dem Strahl getrennt wer- 
den. 

Die Probe 4 ist auf einem Scantisch 21 befestigt, der 
vorzugsweise eine Mikroskoppositionierung der Probe 40 
4 in axialer Richtung und damit ein axiales Rastern er- 
laubt Aufbau und Justierung des Rastermikroskopes 
erfolgt, soweit nicht explizit beschrieben, auf dem Fach- 
mann bekannte Art und Weise. 

Fig. 4 zeigt eine schematische Darstellung einer An- 45 
ordnung gemaB einem anderen erfindungsgemaBen 
Ausfuhrungsbeispiel. Sich entsprechende Elemente sind 
mit gleichen Bezugszeichen bezeichnet, wie in den vor- 
hergehenden Ausfuhrungsbeispielen. Selbstverstandlich 
ist die Erfindung nicht auf die im foigenden gezeigte 50 
Anordnung eingeschrankt, sondern es sind auch alle 
oben beschriebenen Variationen mit diesem Ausfuh- 
rungsbeispiel kombinierbar. 

Es wird im foigenden insbesondere auf die Kompo- 
nenten eingegangen, die sich von den vorherigen Aus- 55 
fiihrungsbeispielen unterscheiden. Das Licht des gepuls- 
ten Lasers 7 S welcher ein Titan-Saphir-Laser sein kann, 
wird von einem Frequenzverdopplungselement 22 in 
seiner Frequenz verdoppelt und von einem ersten 
Strahiteiler 23 in zwei Lichtanteile aufgespalten. Der eo 
erste Lichtanteil a durchlauft den direkten Teilweg bis 
zu einem zweiten Strahiteiler 24, wohingegen der zwei- 
te Lichtanteil b einen langeren Weg uber eine Verzoge- 
rungsanordnung 25, 26 durchlauft und dann hinsichtlich 
des ersten Teilstrahies zu einem spateren Zeitpunkt und 65 
lateral versetzt auf den zweiten Strahiteiler 24 trifft. Fur 
Verzogerungen in der GroBenordnung von 0,1 nsec 
konnen fur die Verzogerungsanordnung, wie in Fig. 4 
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dargestellt, Spiegel 25, 26 verwendet werden. Die Licht- 
anteile a und b fallen zu entsprechend zueinander verzo- 
gerten Zeitpunkten und mit einer lateralen Versetzung 
auf des Separationselement 5, von welchem sie mittels 
des Objektives 2 auf den Probenpunkt 3 der Probe 4 
fokussiert werden. Dort regt der zuerst ankommende 
Puis des Lichtanteiles a den Zwischenenergiezustand 
der Probe 4 an. Innerhalb der Lebensdauer des Zwi- 
schenenergiezustandes und wenn der erste Puis des er- 
sten Lichtanteiles die Probe 4 bereits verlassen hat, er- 
folgt die Anregung des Zwischenenergiezustandes in 
den Energiezustand der Probe 4 mittels des zweiten, zu 
dem ersten verzogerten und lateral versetzten Puis b. 
Das Emissionslicht der Probe 4, das von dem durch das 
Zusammenwirken des ersten und des zweiten Lichtpul- 
ses aus dem ersten und dem zweiten Lichtanteil ange- 
regten Energiezustandes der Probe emittiert wird, wird 
in dem Detektor 6 nachgewiesen. In den Teilwegen der 
Lichtanteile sind Elemente zur Intensitatsregulierung 
der Lichtpulse in den Teiistrahlen, beispielsweise Grau- 
filter 27, 28, vorgesehen. Das Absorptionsvermogen die- 
ser Elemente ist derart gewahlt, daB unterschiedliche 
Ubergangswahrscheinlichkeiten von dem tJbergang 
von dem Grundzustand zu dem Zwischenenergiezu- 
stand und von dem Zwischenenergiezustand in den 
Energiezustand der Probe kompensiert werden konnen. 
Bei der Verwendung des Farbstoffes Rhodamin B bei- 
spielsweise ist die Obergangswahrscheinlichkeit von 
dem Zwischenenergiezustand in den Endenergiezu- 
stand lOmal niedriger als die Obergangswahrscheinlich- 
keit von dem Grundzustand in den Zwischenenergiezu- 
stand der Probe. Daher werden in diesem Fall die Ele- 
mente zur Regulierung der Intensitat der Teilpulse der- 
art gewahlt, daB der Lichtpuls des Lichtanteiies b lOmai 
starker ist als die Intensitat des Lichtpulses des Lichtan- 
teiles a. 

Im iibrigen kann eine weitere Verbesserung der late- 
ralen Auflosung von Vorrichtung und Verfahren gemaB 
der Erfindung dadurch erreicht werden, daB mindestens 
einem Teilstrahl ein Koma zugefiigt wird. Dadurch wird 
die Intensitatsverteilung des Teilstrahls am Proben- 
punkt auf einer Seite steiler, auf der gegeniiberliegen- 
den Seite flacher. Das Koma wird derart dem Teilstrahl 
zugefiigt, daB der steiiere Teil der Intensitatsverteilung 
im Oberlappungsbereich der Hauptmaxima der Licht- 
anteile liegt. Das Koma kann auch beiden Teiistrahlen 
zugefiigt werden. Das Koma kann etwa durch Einfiihren 
eines Keiles, z. B. aus Glas, in den jeweiligen Teilstrahl 
realisiert werden. 

Im foigenden wird die Verwendung der erfindungsge- 
maBen Vorrichtung anhand des ersten Ausfuhrungsbei- 
spieles des erfindungsgemaBen Verfahrens beschrieben. 
Die Probe 4 und die Laser 7 und 8 werden so ausge- 
wahlt, daB Photonen aus beiden Lasern 7 und 8 und 
damit Photonen unterschiedlicher Wellenlange und/ 
oder Polarisation, zusammenwirken, urn einen Zustand 
der Probe 4 energetisch anregen zu konnen. Bei Ver- 
wendung zweier Wellenlangen ist die Summe der Ener- 
gien von einem Photon aus dem einen Laser 7 und ei- 
nem Photon aus dem anderen Laser 8 gleich der Anre- 
gungsenergie und in etwa gleich der Differenz zwischen 
dem Energiezustand vor der Anregung und im angereg- 
ten Zustand der Probe. Die Lichtstrahlachsen der Licht- 
anteile, die durch die Laser 7, 8, die Fokussierungsele- 
mente 12, 13 und die Blendenelemente 10, 11 gebildet 
werden, werden derart gegeneinander versetzt, daB die 
fokalen Intensitatsverteilungen der Lichtanteile im Pro- 
benpunkt in ihren Hauptmaxima uberlappend, lateral 
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gegeneinander verschoben werden. Die Probe 4 wird im 
Fokalbereich des Objektives 2 der erfindungsgemaBen 
Vorrichtung positioniert Zwischen der Strahlrasterein- 
richtung 18 und dem Objektiv 2 wird das Filterelement 
14 angeordnet. Der Strahlengang wird so ausgerichtet, 5 
daB das von der Lichtquelle 1 und somit von dem Ver- 
bindungselement 9 kommende Anregungslicht von dem 
Separationselement 5 umgelenkt wird, von der Linse 19 
in die Strahlrastereinrichtung 18 abgebildet wird, da- 
nach das Filterelement 14 durchlauft und von dem Ob- 10 
jektiv 2 auf den Probenpunkt 3 abgebildet wird. Das 
infolge der Anregung emittierte Fluoreszenz- oder 
Phosphoreszenzlicht der Probe 4 in dem Probenpunkt 3 
durchlauft die Anordnung nickwarts bis zu dem Separa- 
tionselement 5, von welchem es durch das Filter 17 in 15 
den Detektor 6 geleitet wird. Dabei wird der Proben- 
punkt 3 mit einer sehr hohen lateralen Auflosung ge- 
messen. Mittels der Strahlrastereinrichtung 18 wird der 
Anregungslichtstrahi automatisch zu einem weiteren 
Probenpunkt 3' gelenkt, dessen Emissionslicht ebenfalls 20 
in dem Detektor 6 gemessen wird. Entsprechend wer- 
den durch Steuern der Strahlrastereinheit die ubrigen 
gewunschten Probenpunkte gemessen, so daB die ge- 
samte Probe 4 mit einer sehr hohen lateralen Auflosung 
vermessen wird. 25 

Patentanspruche 

1. Verfahren zum optischen Anregen eines Energie- 
zustandes einer Probe in einem Probenpunkt mit 30 
hoher Ortsaufldsung, bei dem das Anregungslicht 
einer Punktlichtquelle auf den zu messenden Pro- 
benpunkt fokussiert wird und dort den Energiezu- 
stand anregt, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Energiezustand der Probe (4) in dem Probenpunkt 35 
(3) durch Zusammenwirken von wenigstens zwei in 
dem Anregungslicht enthaltenen Lichtanteilen an- 
geregt wird, die sich durch wenigstens eine Lichtei- 
genschaft voneinander unterscheiden, und daB die 
Lichtstrahlachsen der Lichtanteile derart gegenein- 40 
ander versetzt werden, daB die fokalen Intensitats- 
verteilungen der Lichtanteile im Probenpunkt (3) in 
ihren Hauptmaxima uberlappend, lateral gegenein- 
ander verschoben werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 45 
zeichnet, daB eine Lichteigenschaft, in der sich die 
Lichtanteile des Anregungslichtes voneinander un- 
terscheiden, die Wellenlange ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Unterschied in den Wellenlangen 50 
(Li, L 2 ) der Lichtanteile wenigstens 1 nm betragt. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB eine Lichteigenschaft, 
in der sich die Lichtanteile des Anregungslichtes 
voneinander unterscheiden, die Polarisation ist 55 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Lichtanteile orthogonal oder na- 
hezu orthogonal zueinander polarisiert sind. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, daB wenigstens der Licht- 60 
anteil des Anregungslichtes mit der einen Lichtei- 
genschaft aus einem Mittenbereich des Anregungs- 
lichtstrahles herausgefiltert wird, bevor das Anre- 
gungslicht auf die Probe (3) fokussiert wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, 65 
dadurch gekennzeichnet, daB zwei in der Lichtei- 
genschaft verschiedene Lichtanteile des Anre- 
gungslichtes aus dem Mittenbereich des Anre- 
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gungslichtstrahles herausgefiltert werden, bevor 
das Anregungslicht auf die Probe (3) fokussiert 
wird. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, daB das von der Probe (4) 
in dem Probenpunkt (3) aufgrund der Anregung 
emittierte Emissionslicht aus dem Anregungslicht 
abgetrennt und in einem Detektor (6) nachgewie- 
sen wird. 

9. Vorrichtung zum optischen Anregen eines Ener- 
giezustandes einer Probe in einem Probenpunkt 
mit hoher Ortsauflosung, mit einer Punktlichtquelle 
und mit einem Objektiv, das das von der Punktlicht- 
quelle kommende Anregungslicht zum Anregen 
des Energiezustandes auf den zu messenden Pro- 
benpunkt einer im Fokalbereich des Objektives an- 
ordenbaren Probe fokussiert, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Anregungslicht der Punktlicht- 
quelle (1) wenigstens zwei Lichtanteile umfaBt, die 
sich durch wenigstens eine Lichteigenschaft von- 
einander unterscheiden und die dazu geeignet sind, 
durch gemeinsames Wirken den Energiezustand 
der Probe (3) anzuregen, und daB die Strahlachsen 
der Lichtanteile derart gegeneinander versetzt an- 
geordnet sind, daB die fokalen Intensitatsverteilun- 
gen der Lichtanteile im Probenpunkt (3) in ihren 
Hauptmaxima uberlappend, lateral gegeneinander 
verschoben sind. 

10. Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB ein Versetzungselement zum Verset- 
zen der Strahlachsen der Lichtanteile vorgesehen 
ist. 

11. Vorrichtung nach Anspruch 9 oder 10, dadurch 
gekennzeichnet, daB zwischen der Punktlichtquelle 
(1) und dem Objektiv (2) ein Filterelement (14) an- 
geordnet ist, welches einen fur wenigstens den 
Lichtanteil des Anregungslichtes mit der einen 
Lichteigenschaft undurchlassigen Mittenbereich 
(15) und einen fur die Lichtanteile des Anregungs- 
lichtes durchlassigen AuBenbereich (16) aufweist 

12. Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der Mittenbereich (15) des Fil- 
terelements (14) fur zwei in der Lichteigenschaft 
verschiedene Lichtanteile des Anregungslichtes un- 
durchlassig ist. 

13. Vorrichtung nach einem der Anspruche 9 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, daB ein Separationsele- 
ment (5) zum Abtrennen des von der Probe (4) 
abgestrahlten Emissionslichtes von dem Anre- 
gungslicht und ein Detektor (6) zum Nachweis des 
Emissionslichtes vorgesehen ist 

14. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 1 bis 
13, dadurch gekennzeichnet, daB das Filterelement 
(14) am Ort oder in der Nahe der Eintrittspupilie 
des Objektives (2) angeordnet ist. 

15. Vorrichtung nach einem der Anspruche 11 bis 
13 dadurch gekennzeichnet, daB das Filterelement 

(14) am Ort oder in der N&he einer zu der Eintritts- 
pupilie des Objektives (2) optisch konjugierten 
Ebene angeordnet ist. 

16. Vorrichtung nach einem der Anspruche 11 bis 
15, dadurch gekennzeichnet, daB der Mittenbereich 

(15) des Filterelements (14) die Form einer Kreis- 
scheibe hat, an welche sich der AuBenbereich (16) 
anschlieBt. 

17. Vorrichtung nach Anspruch 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Filterelement (14) derart an- 
geordnet ist, daB die Strahlachse der Teilstrahlen 
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des Anregungslichtes etwa durch den Mittelpunkt 
der Kreisscheibe verlauft imd die Kreisscheibe un- 
ter einem Winkel, der etwas kleiner als 90° ist, 
schneidet. 

18. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 11 bis 5 

1 7, dadurch gekennzeichnet, daB der Mittenbereich 
(15) durch eine auf das Filterelement (14) aufge- 
brachte die]ektrische Schicht oder durch ein Farb- 
glas optischer Giite gebildet ist. 

19. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 11 bis 10 

18, dadurch gekennzeichnet, daB der Mittenbereich 
(15) und der AuBenbereich (16) des Filterelementes 
(14) fur das von der Probe (4) abgestrahlte Emis- 
sionslicht durchlassig sind. 

20. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 9 bis 19 3 15 
dadurch gekennzeichnet, daB die Punktlichtquelle 
(1) mindestens zwei Laser (7, 8) umfaBt, die Licht 
unterschiedlicher Weilenlangen (Li, L 2 ) und/oder 
unterschiedlicher Polarisation (Pi, P 2 ) als Teilstrah- 
len emittieren. 20 

21. Vorrichtung nach Anspruch 20, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Punktlichtquelle (1) ein Ver- 
bindungselement (9) zum Zusammenfuhren der 
Teilstrahlen der Laser (7, 8) aufweist. 

22. Vorrichtung nach Anspruch 21, dadurch ge- 25 
kennzeichnet, daB das Verbindungselement (9) ein 
dichroitischer Spiegel ist 

23. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 20 bis 
22, dadurch gekennzeichnet, daB zwischen dem 
Verbindungselement (9) und jedem Laser (7, 8 ) 30 
jeweils ein Blendenelement (10, 11) und ein Fokus- 
sierungselement (12, 13) zum Fokussieren des je- 
weiligen Lichtstrahles der Lichtanteile auf das ent- 
sprechende Blendenelement (10, 11) vorgesehen 
sind. 35 

24. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 9 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Punktlichtquelle 
(1) einen Laser (7) umfaBt, wobei hinter dem Laser 
(7) ein Strahlteiler zum Aufspalten des Anregungs- 
lichtstrahles in zwei Teilstrahlen und ein Verbin- 40 
dungseiement (9) zum Vereinigen der Teilstrahlen 
vorgesehen ist. 

25. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 20 bis 

24, dadurch gekennzeichnet, daB polarisationsopti- 
sche Elemente vorgesehen sind, die die Teilstrahlen 45 
zueinander in ihrer Polarisation orthogonalisieren. 

26. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 20 bis 

25, dadurch gekennzeichnet, daB wenigstens ein ge- 
pulster Laser (7, 8) verwendet wird. 

27. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 9 bis 26, 50 
dadurch gekennzeichnet, daB das Separationsele- 
ment (5) ein dichroitischer Spiegel ist. 

29. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 9 bis 28 
dadurch gekennzeichnet, daB das Separations ele- 
ment (5) eine Kombination von Farbfiltern und di- 55 
elektrischen Filtern enthait 

28. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 9 bis 26, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Separationsele- 
ment (5) mindestens einen Farbfilter aufweist. 

29. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 9 bis 28 60 
dadurch gekennzeichnet, daB das Separationsele- 
ment (5) eine Kombination von Farbfiltern und di- 
elektrischen Filtern enthait. 

30. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 9 bis 29, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Detektor (6) in 65 
kurzer Entfernung hinter der Probe (4) angeordnet 
ist 

31. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 9 bis 29, 
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dadurch gekennzeichnet, daB der Detektor (6) ein 
Punktdetektor ist. 

32. Vorrichtung nach einem der Anspruche 9 bis 31, 
dadurch gekennzeichnet, daB vor dem Detektor (6) 
ein Fokussierungselement angeordnet ist, welches 
das Emissionslicht in den Detektor (6) fokussiert. 

33. Vorrichtung nach einem der Anspruche 9 bis 32, 
dadurch gekennzeichnet, daB zwischen der Licht- 
quelle (1) und dem Objektiv (4) eine Strahlraster- 
einrichtung (18) zum gesteuerten Abrastern der 
Probe (4) mit dem Anregungslicht vorgesehen ist 

34. Vorrichtung nach einem der Anspruche 9 bis 33, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Probe (4) auf ei- 
nem Positioniertisch (21) angeordnet ist, der geeig- 
net ist, eine mechanische Rasterbewegung zumin- 
dest in Richtung der optischen Achse durchzufiih- 
ren. 

35. Vorrichtung nach einem der Anspruche 9 bis 34, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Punktlichtquelle 
(t) derart ausgebildet ist, daB sie gepulstes Anre- 
gungslicht emittiert, wobei eine der Lichtanteile, 
der erste, dazu geeignet ist, einen Zwischenenergie- 
zustand der Probe (4) anzuregen, ein anderer, der 
zweite, der Lichtanteile dazu geeignet ist, von dem 
Zwischenenergiezustand aus, den Energiezustand 
der Probe (4) anzuregen und wobei die Lichteigen- 
schaft, in der sich die Lichtanteile unterscheiden, 
der Zeitpunkt des Verweilens des jeweiligen Licht- 
pulses an dem Probenpunkt (3) ist. 

36. Vorrichtung nach Anspruch 35, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Lichtquelle (1) einen gepuls- 
ten Laser (7), einen ersten Strahlteiler zum Aufspal- 
ten des von dem Laser (7) kommenden Anregungs- 
licht in den ersten und in den zweiten Lichtanteil 
und einen zweiten Strahlteiler zum Vereinigen der 
beiden Lichtanteile umfaBt, wobei in dem Strahlen- 
gang des zweiten Lichtanteiles eine Verzogerungs- 
vorrichtung (25, 26) zum Verzogern der Lichtpulse 
des zweiten Lichtanteiles, der zweiten Lichtpulse, 
vorgesehen ist 

37. Vorrichtung nach Anspruch 36, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Verzogerungseinrichtung 
zwei Spiegel (25, 26) umfaBt 

38. Vorrichtung nach Anspruch 37, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Spiegel (25, 26) gleichzeitig 
als das Versetzungselement zum Versetzen der 
Strahlachsen der Lichtanteile dienen, 

39. Vorrichtung nach Anspruch 37 oder 38, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Verzogerungseinrichtung 
derart ausgebildet ist, daB die Zeitverzogerung 
zwischen dem Lichtpuis des ersten Lichtanteiles, 
dem ersten Lichtpuis, und dem zweiten Lichtpuis 
weniger als 1 ns, vorzugsweise etwa 0,1 ns oder 
weniger, beziehungsweise etwa 30 mm oder weni- 
ger im optischen Wegunterschied betragt 

40. Verfahren nach einem der Anspriiche 36 bis 39, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Lichtquelle (1) 
kurze Pulse, vorzugsweise Pulse, die kiirzer als 0,1 
ns sind, emittiert 

41. Vorrichtung nach einem der Anspruche 36 bis 
40, dadurch gekennzeichnet, daB in dem Lichtweg 
des jeweiligen Lichtanteiles Elemente zur Intensi- 
tatsregulierung (27, 28) des Lichtanteiles vorgese- 
hen sind. 

42. Vorrichtung nach Anspruch 35 oder 36, dadurch 
gekennzeichnet, daB hinter dem Laser (7) eine nicht 
lineare optische Einheit (22) zur Veranderung der 
Lichtwellenlange vorgesehen ist. 
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43. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Punktlichtquelle 
(1) gepuistes Anregungslicht emittiert, daB die An- 
regung des Energiezustandes der Probe (4) derart 
erfolgt, daB ein erster Lichtpuls eines ersten Licht- 5 
anteiles einen Zwischenenergiezustand der Probe 
(4) anregt, von welchem aus die Anregung in den 
Energiezustand der Probe (4) mit dem zweiten 
Lichtpuls des zweiten Lichtanteiles erfolgt, und daB 
eine Lichteigenschaft, in der sich die Lichtanteile 10 
unterscheiden, der Zeitpunkt des Verweilens des 
jeweiligen Lichtpulses an dem Probenpunkt (3) ist. 

44. Verfahren nach Anspruch 43, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Unterschied zwischen dem ersten 
Zeitpunkt des Verweilens des ersten Lichtpulses 15 
und dem zweiten Zeitpunkt des Verweilens des 
zweiten Lichtpulses an dem Probenpunkt (3) klei- 
ner als die Lebensdauer des Zwischenzustandes ist 
und vorzugsweise ein Zehntel der Lebensdauer des 
Zwischenzustandes betragt. 20 

45. Verfahren nach Anspruch 44, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Unterschied zwischen dem ersten 
und dem zweiten Zeitpunkt so gewahlt ist, daB der 
erste Lichtpuls zu dem zweiten Zeitpunkt bereits 
die Probe (4) wieder verlassen hat 25 

46. Verfahren nach einem der Anspruche 43 bis 45, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Unterschied zwi- 
schen dem ersten und dem zweiten Zeitpunkt 1 ns, 
vorzugsweise 0,1 ns oder weniger, betragt 

47. Verfahren nach einem der Anspruche 43 bis 46, 30 
dadurch gekennzeichnet, daB die Lichtpulse zeitlich 
steil sind, eine zeitliche Lange von etwa einem 
Zehntel der Lebensdauer des Zwischenzustandes, 
vorzugsweise 0,1 nsec oder weniger, haben. 
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